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BEVEZETÉS 
 
 
Napjainkban a nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia (HPLC) egyike a legfontosabb műszeres 
analitikai módszereknek. Ez a megállapítás egyáltalán nem meglepő, ha figyelembe vesszük a módszer 
elvében és alkalmazásában rejlő, szinte korlátlan lehetőségeket, és azt az információ mennyiséget, amit a 
mérések során nyerni tudunk. A korszerű analitikai módszerekkel szemben felmerülő legfontosabb 
elvárásoknak: elemzés gyorsasága és érzékenysége, messzemenően megfelel. 
 
A legtöbb műszeres analitikai technika, így a HPLC is, először a kutató és fejlesztő laboratóriumok 
vizsgáló eljárásaként terjedt el. Növekedésének töretlen trendje annak köszönhető, hogy az utóbbi időben 
az élettudományok területén, és a rutin vizsgálatoknál előtérbe került a gyors és érzékeny kromatográfiás 
eljárások alkalmazása, és a módszert az ipar is gyorsan elfogadta és bevezette. A gyógyszeripar területén 
egyre növekedett és jelenleg is nő a HPLC módszerek szerepe a nyersanyagok, az intermedierek, a 
reakcióelegyek, a gyógyszeralapanyagok és a kiszerelt gyógyszerkészítmények vizsgálatában és 
minősítésében. 
A széles körű elterjedést jelentősen segítették a különböző kormányzati szervek (FDA, OGYI) és a 
nemzetközi szervezetek (WHO, FOA) előírásai és ajánlásai is. 
 
A nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia napjainkra igen magas technikai színvonalat ért el, és 
megállapítható, hogy szinte minden új analitikai feladat megoldása egyben bizonyos fokú kromatográfiás 
kutatással is együtt jár, nincs általánosan alkalmazható vizsgálati séma, vagy eljárás, amely valamennyi 
felmerült analitikai probléma megoldására megfelel. 
 
A kromatográfiás berendezések fejlesztésével párhuzamosan, az állófázisok (speciális töltetek) és 
oszlopok továbbfejlesztésére egyaránt szükség volt. 
Az állófázis a kromatográfiás elválasztások „lelke”, ezért a leggyorsabb fejlődés ma is a töltetfejlesztés 
területén tapasztalható.  
 
A bioaktív vegyületek korszerű -néhány perces és érzékeny- elválasztásának kidolgozásánál nagy gondot 
kell fordítani a megfelelő kromatográfiás töltet kiválasztására. A folyadékkromatográfiás 
elválasztásokhoz egyre gyakrabban alkalmazzák a 3 µm-nél kisebb szemcseátmérőjű, nemporózus, 
monodiszperz, fordított fázisú tölteteket. Ezen töltetek alkalmazása eleinte biopolimerek gyors 
analízisénél terjedt el, majd később a kis molekulatömegű szerves vegyületek elválasztásában is szerepet 
kaptak. 
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KUTATÁSI CÉLKITŰZÉSEK 
 
 
Munkám során célul tűztem ki, hogy nagysebességű HPLC vizsgálati módszereket fejlesztek ki bioaktív 
vegyületek elválasztására nemporózus, monodiszperz, fordított fázisú tölteteket alkalmazásával. 
 
A kromatográfiás analízisekhez olyan vegyületcsoportok választására törekedtem, melyek az 
élettudományokban, az orvosbiológiai kutatásokban, valamint a klinikai vizsgálatoknál nagy 
jelentőséggel bírnak. A kiválasztott mintavegyületek nem csak a gyakorlat szempontjából fontosak, 
hanem figyelemmel voltam arra is, hogy eltérő elválasztási problémát jelentő vegyületcsoportokkal 
(erősen poláris, gyengén poláris, savas, bázikus vegyületek) igazoljam a nemporózus, monodiszperz, 
fordított fázisú töltetek újszerű tulajdonságait. 
 
1. A kromatográfiás elválasztási módszerek kidolgozása előtt vizsgálni kívántam a töltet kémiai 
stabilitását. Fontos szempontnak tartottam, hogy olyan állófázist használjak a HPLC 
elválasztásokhoz, amely hosszú időn keresztül biztosítja a reprodukálható vizsgálati 
eredményeket.  
 
2. Vizsgálni kívántam a nemporózus töltetek esetén jellemző nagy nyomásesések mellett a retenció 
esetleges változását a nyomás függvényében. 
 
3. A vitaminok (víz- és zsíroldékony vitaminok), az analgetikumok és az aminosav származékok 
HPLC elválasztása gyakran fontos analitikai feladat. Ezekre az elválasztásokra azonban a hosszú 
analízisidő jellemző. 
A nemporózus, monodiszperz, fordított fázisú töltet alkalmazásával igen rövid analízisidő 
elérésére törekedtem. 
 
4. Gyógyszer analitikai szempontból nagyon lényeges az optikai izomerek HPLC elválasztásának 
megvalósítása, mivel élettani hatással rendszerint csak az egyik enantiomer rendelkezik. Ezért 
szerettem volna elválasztási módszert kidolgozni optikai izomerek szupergyors elválasztására 
nemporózus töltetek alkalmazásával. 
 
6. Az alkaloidok elválasztása fordított fázisú kromatográfiás rendszerben kritikus analitikai feladat a 
vegyületek erősen bázikus jellege miatt.  
 4
Napjainkban fontos HPLC elválasztási feladat az ópium alkaloidok különböző mátrixból történő 
analízise, ahol a fő ópium alkaloidok meghatározását meg lehet valósítani nyers ópiumból és 
mákgubó extraktumból.  
Olyan kromatográfiás elválasztás megvalósítására törekedtem, ahol a fő alkaloidok mellett a 
kísérő (minor) alkaloidok is meghatározhatók. Ez a minta származási helyének megállapítása 
érdekében lehet jelentős. 
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EREDMÉNYEK 
 
 
Munkám során nemporózus, monodiszperz szilikagél alapú hidrofób állófázis alkalmazhatóságát 
vizsgáltam bioaktív vegyületek nagyhatékonyságú folyadékkromatográfiás elválasztásához. Bár ezeket az 
állófázisokat biopolimerek elválasztására fejlesztették ki, a kidolgozott analízisek bizonyítják, hogy 
sikeresen alkalmazhatók kis móltömegű (M<500) vegyületek gyors elválasztására is. Analíziseimhez 
olyan vegyületcsoportokat választottam, melyek az élettudományokban, az orvosbiológiai kutatásokban, a 
klinikai vizsgálatoknál nagy jelentőséggel bírnak.  
 
1.) Folyadékkromatográfiás elválasztásokhoz a svájci Chemie Uetikon AG. KOVASIL-C14 és 
KOVASIL-C18 oszlopait használtam. Az oszloptöltet egy nagytisztaságú (nehézfémmentes), 
nemporózus, monodiszperz, 1,5 µm szemcseátmérőjű szilikagél. A töltetszemcsék felületéhez C14 
valamint C18 lánchosszúságú, alifás szénhidrogén csoport van kémiai kötéssel kapcsolva. Az így 
előállított hidrofób ún. fordított fázisú töltet egy 33 ×4,6 mm oszlopba töltve került felhasználásra. 
Vizsgáltam a töltet kémiai stabilitását. A kapott eredmények azt igazolták, hogy a kolonna kémiai 
stabilitása kiváló, ami egyben a hosszú élettartamot is valószínűsíti. 
 
2.) A folyadékkromatográfiás módszerek fejlődése, a retenciók mérésének növekvő 
reprodukálhatósága irányította a figyelmet a folyadékkromatográfiában a nyomás és a retenció 
közötti összefüggésre. 
A nyomás és retenció közötti összefüggés vizsgálata során mérésekkel bizonyítottam az 
összefüggés általános érvényességét. Elsőként mutattam be, hogy a szokásos kromatográfiás 
mérési körülmények között ezt a jelentős retenciónövelő effektust az áramló eluens súrlódásának 
hatására melegedő eluens retenció csökkentő hatása elnyomja. Egyszerű és egyértelmű 
összefüggést találtam a retencióváltozás és az adszorbeált/nem adszorbeált molekulák 
móltérfogatának változása között.  
 
3.) A bioaktív molekulákra kifejlesztett gyors kromatográfiás elválasztásokhoz a modell elegyek 
tiszta standard mintákból készültek. A különböző mátrixokból (pl. növényi, biológiai) készült 
extraktumok HPLC analízise a kidolgozott módszerek körülményeinek módosítását teheti 
szükségessé (pl. a tiszta szubsztanciák kromatográfiás csúcsaival együtt retardáló komponensek 
zavaró hatása miatt). 
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Folyadékkromatográfiás analíziseim során az alábbi vegyületcsoportok vizsgálatára dolgoztam ki 
új, szupergyors elválasztási eljárást: 
 
• Vízoldékony vitaminok  
• Zsíroldékony vitaminok  
• Királis vegyületek 
• Analgetikumok  
• Természetes aminosavak  
• Alkaloidok 
 
A kiválasztott mintavegyületek nem csak a gyakorlat szempontjából fontosak. Kiválasztásuknál az 
is szerepet játszott, hogy kromatográfiás szempontból is sokféle eltérő elválasztási problémát 
jelentő vegyületcsoportokkal igazoljam az általam alkalmazott töltetek előnyös tulajdonságait. A 
kiválasztott vegyületek között vannak erősen poláris, gyengén poláris, savas és bázikus kémhatású 
vegyületek.  
Az elválasztások időszükséglete általában 1-3 perc. A 21 komponensű aminosav elválasztás 7 perc 
alatt elvégezhető. Az elválasztások gyorsasága a kromatográfiás rutin szempontjából önmagában 
is előnyös, de más kedvező hatásokkal is jár, mint például az alacsony vegyszerfogyasztás.  
A rövid analízisidő keskeny kromatográfiás csúcsokat eredményezett. A minták szételegyedése a 
szokásos porózus fázisokon végzett elválasztásokhoz képest csekély. Az elválasztott vegyületek 
többségére, a kimutatási határ a femtomol tartományba esett.  
Jelentősek az ópium alkaloidok elválasztásában elért eredményeim, ahol mind az elválasztás 
sebessége, mind az érzékenysége lényegesen meghaladja az eddig elért eredményeket. 
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EGY KIVÁLASZTOTT KUTATÁSI EREDMÉNY BEMUTATÁSA 
 
 
Ópium alkaloidok HPLC analízise 
 
 
Ópium alkaloidok elválasztását és mennyiségi meghatározását legeredményesebben fordított fázisú (RP) 
és nagyérzékenységű folyadékkromatográfiás (HPLC) módszerrel végzik, porózus állófázis alkalmazása 
mellett. A nyers ópium és a „mák szalma” kromatográfiás analízise során a kísérő anyagok 
interferálhatnak a meghatározni kívánt ópium alkaloiddal és ezért legalább két fő alkaloid meghatározása 
bizonytalan. A későn eluálódó komponensek csúcsalakja széles, és ezek a problémák együttesen kihatnak 
az alkaloidok pontos meghatározására. Ezért gyakran a mák alkaloidok folyadékkromatográfiás 
vizsgálatánál csak négy, sőt egyes esetekben csak két fő alkaloid mérésével kénytelenek megelégedni. 
A mákgubó extraktumok mennyiségi és minőségi meghatározása során kapott eredményekből 
következtetni lehet a növény eredetére, ill. a termesztési helyére. 
A fő ópium alkaloidok (morfin, kodein, tebain, papaverin, és noszkapin) elválasztására egy új fordított 
fázisú HPLC módszert fejlesztettem ki, nemporózus, monodiszperz állófázis alkalmazásával. A 
mennyiségi meghatározáshoz belső standardként (internal standard) brucint alkalmaztam. A gradiens 
elúciós technika alkalmazásával a növényi extraktum analízisét 1,5 perc alatt tudtam elvégezni.  
 
Az öt fő ópium alkaloidot (morfin, codein, thebain, papaverin és narkotin) tartalmazó mákgubóból kapott 
extraktum fordított fázisú (RP), nemporózus, monodiszperz állófázison történő HPLC elválasztását a 2. 
ábra mutatja be. Ezzel a vizsgálati módszerrel 1,5 percre tudtam az ópium alkaloidok analízisidejét 
csökkenteni úgy, hogy az elválasztást 50 oC-on végeztem és ionpár képzőnek a hepta-fluoro-vajsavat 
(HFBA) használtam. Így valamennyi ópium alkaloidra jó elválasztást kaptam. A hepta-fluoro-vajsav 
jelentősen megváltoztatta a minták hidrofób tulajdonságát, aminek következménye a komponensek 
retenció növekedése lett. Az optimális elválasztást és a megfelelő csúcsszimmetriát akkor kaptam, amikor 
az oldószererősségen kívül a hepta-fluoro-vajsav mennyiségét is fokozatosan növeltem a gradiens során. 
Kimértem a vizsgált alkaloidok kimutatási határát, melyet a 4. táblázat tartalmaz.  
Az alkaloidok mennyiségi meghatározásánál (2. táblázat) az öt fő ópium alkaloidra kalibráltam. A mért 
koncentráció tartományban a koncentráció és a csúcs alatti terület közötti korrelációs koefficiens jobb 
volt, mint 0,9988 (1. táblázat).  
Az 1. ábrán összehasonlításként a nemporózus és a porózus állófázison végzett kromatográfiás vizsgálati 
eredmények láthatók.  
Mindkét rendszerben hasonlók az elválasztás eredményei (alkaloid %), de a nemporózus rendszerben 
lényegesen gyorsabban, és nagyságrendekkel érzékenyebben lehet a meghatározásokat végezni. 
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1.ábra: Nemporózus és a porózus állófázison végzett, öt különböző ópium minta 
kromatográfiás vizsgálati eredményeinek (alkaloid %) összehasonlítása 
 (a) porozus töltet (b) nemporózus töltet 
MO=Morfin; CO=Kodein; TH=Thebain; PA=Papaverin; NO=Narkotin 
 
 
 
2. ábra: Ópium alkaloidok HPLC elválasztása KOVASIL-C18 oszlopon 
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1. táblázat: Alkaloidok lineáris tartományának vizsgálata  
 
Alkaloid Lineáris 
tartomány 
[mg/ml] 
Korrelációs 
koefficiens 
Meredekség Metszet 
Morfin 0,09-0,75 0,9988 0,132 0,0006 
Kodein 0,03-0,28 0,9997 0,196 0,0000 
Thebain 0,02-0,21 0,9999 0,479 0,0032 
Papaverin 0,01-0,20 0,9995 5,775 0,0055 
Narkotin 0,11-0,34 0,9996 0,354 0,0094 
         Mindegyik alkaloid esetében 6 pontból vettem fel a kalibrációs egyenest. 
 
 
 
2. táblázat: Alkaloidok mennyiségi meghatározása  
 
 
Alkaloid 
Mennyiség 
[%] 
1. mintában 
 
RSD% 
 
Mennyiség 
[%] 
2. mintában 
 
RSD% 
 
Morfin 11,30±0,25 2,25 15,41±0,06 0,39 
Kodein   4,07±0,10 2,56   1,89±0,05 2,44 
Thebain   5,02±0,06 1,16   2,87±0,03 0,97 
Papaverin   2,17±0,04 1,86   2,52±0,05 2,00 
Narkotin   3,98±0,04 0,95   5,61±0,09 1,56 
           Az adatokat 5 meghatározás átlagértékéből számoltam. 
 
 
 
3. táblázat: HPLC módszer pontosságvizsgálata 
 
Alkaloid Retenciós idő 
[perc] 
RSD% 
 
Morfin 0,302±0,010 3,31 
Kodein 0,429±0,015 3,50 
Brucin 0,660±0,027 4,09 
Thebain 1,039±0,030 2,89 
Papaverin 1,300±0,036 2,77 
Narkotin 1,430±0,041 2,87 
           Az adatokat egy héten keresztül gyűjtött, 12 meghatározás átlagértékéből számoltam. 
 
 
 
4. táblázat: Alkaloidok kimutatási határának vizsgálata 
 
Alkaloid Kimutatási határ Kimutatási határ [ng] 
Morfin 4,40 picomol 1,26 
Kodein 5,70 picomol 1,71 
Thebain 1,05 picomol 0,33 
Papaverin 35,9 femtomol 0,012 
Narkotin 1,75 picomol 0,72 
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INTRODUCTION 
 
 
These days, High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) is one of the most important 
instrumental analytical methods. This statement should not be surprising if we take into account the 
almost unlimited opportunities offered by the principles and the applications of this method, as well as the 
enormous quantity of information we can come into possession through such measurements. This method 
meets the most important requirements existing vis-à-vis a modern analytical method, namely: the high 
speed and the high sensitivity of the analysis. 
 
Like most instrumental analytical techniques, HPLC also spreads widely as a test procedure used by 
research and development laboratories. The unbroken trend of its prevalence is the result of the fact that 
the applications of fast and sensitive chromatographic procedures is gaining in popularity in routine 
testing, and that the industrial sector has quickly accepted and implemented this methodology. In the 
pharmaceutical industry, the role of HPLC methods has been and is on the increase in the testing and 
qualification of raw materials, intermediers, reaction mixtures, drug base materials, and ready-packed 
drug products. 
The regulations and recommendations of various government agencies (FDA, OGYI) and international 
organisations (WHO, FOA) have significantly contributed to the popularity of this technique. 
 
High Performance Liquid Chromatography has reached a very high technical level by these days and, it 
can be seen, that almost in any case, solving a new analytical problem comes hand in hand with research 
in chromatography to a certain level. There is not a single test scheme or procedure that would be suitable 
for all analytical problems that occur. 
 
Parallel with the improvement of chromatographic equipment, it was also necessary to further develop the 
stationary phases (the special charges) as well as the columns used in the procedure. 
Stationary phases are the very core of chromatographic separations, therefore development is the most 
intensive, also today, in the field of the improvement of charges. 
 
When I develop a modern -sensitive and a few minutes long- separation technique for bioactive 
compounds, great care must be taken in selecting the proper chromatographic charge type. In liquid 
chromatographic separation procedures, non-porous, micropellicular, reverse phases charges with particle 
diameters of less than 3 µm are more and more often in use. Initially such charges were widely used in 
applications for fast analyses of biopolimers, and later they started to play a role also in the separation of 
organic compounds of low molecular weight. 
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OBJECTIVES SET FOR THE RESEARCH PROGRAMME 
 
 
The objective of my investigation was to develop high-speed HPLC analytical methods for the separation 
of bioactive compounds of low and of high molecule weight, through the application of non-porous, 
micropellicular, reverse phases. 
The goal was to select groups of compounds for the chromatographic analysis that had high significance 
in life sciences, in medical biological researches and in clinical analyses. The selected sample compounds 
are important from the aspect of practicality, and also to verify the novel properties of non-porous, 
micropellicular, reverse phases through compound groups that represent various separation problems 
(strong polarity, weak polarity, acidic, alcalic compounds). 
 
1. Before elaborating the chromatographic separation methods, I wanted to investigate the chemical 
stability of charges. I considered it to be very important to use such stationary phase for HPLC 
separation that is able to provide a long-term reproducibility of analytical results. 
 
2. I wanted to investigate the possible retention changes in the function of pressure, with high 
pressure drops characteristic of non-porous charges. 
 
3. The HPLC separation of vitamins (both water- and liposoluble vitamins), analgesics and amino-
acid derivatives are very important analytical tasks. However, characterization of such separation 
frequently requires long analysis time. 
The reason behind using non-porous, micropellicular reverse phases, was to achieve much shorter 
analysis time. 
 
4. In terms of drug-analysis, the HPLC separation of optical isomers is very important as, normally, 
only one of the enantiomers have physiological effects. This is the reason why I wanted to 
elaborate a technique for the superfast separation of optical isomers by using non-porous charge. 
In terms of drug-analysis, the HPLC separation of optical isomers is very important. As it is well 
known only one of the enantiomers has physiological effects.  
 
6. Due to the strong basic character of alkaloids, the separation of such compounds by a reverse 
phase chromatographic system is a critical analytical task. 
Nowadays the analysis of opium alkaloids from various matrices is an important HPLC 
separation task. Using this method the analysis of major opium alkaloids can be carried out from 
both the raw opium and the extract of the capsules of poppy. 
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My intention was to develop a kind of chromatographic separation which is suitable for the 
detection of both major and minor alkaloids. 
This may bear importance for identifying the place of origin of a given sample. 
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RESULTS 
 
 
In my work, I studied the applicability of non-porous, micropellicular, hydrophobic stationary phases 
with silica gel basis, for the high-performance liquid chromatographic separation of bioactive compounds. 
Although these stationary phases were developed for the separation of biopolimers, there are elaborated 
analytical methods to support the fact that they can be successfully used for the fast separation of 
compounds with small molecular weight (M<500) too. I selected such compound groups for the purpose 
of our analyses that have high significance in bio-sciences, in bio-medical researches, and in clinical tests. 
 
1.) For liquid chromatography separations KOVASIL-C14 and KOVASIL-C18 columns were used. 
These columns were made by the Swiss based Chemie Uetikon AG. 
The column charge was a high-purity (free from heavy metals), non-porous, micropellicular, 
silica gel with 1.5 µm particle-diameter.  
 
To the surface of the particles of the charge an aliphatic hydrocarbon group of C14 and C18 chain 
length is connected by chemical binding. 
A 33 x 4.6 mm column was filled with this hydrophobic, so-called reverse phase charge. 
 
The chemical stability of this charge was studied. The results have shown an excellent chemical 
stability of the column. It also indicates that the column has a long life-cycle. 
 
2.) The improvement of liquid chromatographic methods, as well as the increasing reproducibility of 
retention measurement, have driven my focus to the correlation between pressure and retention in 
liquid chromatography. When examining the relationship between pressure and retention I used 
measurements to verify the general validity of this correlation. I was the first to demonstrate that, 
among usually existing circumstances in chromatographic measurements, this significant 
retention-increasing effect is suppressed by the retention-reducing effect of the eluent getting 
warmer under the effect of the friction of the flowing eluent. I found a simple and clear correlation 
between the retention-changes and the changes in mole-volume of adsorbed/non-adsorbed 
molecules. 
 
3.) The model mixtures for fast chromatographic separation, developed for bioactive molecules, were 
made of clean substances. The HPLC analysis of extracts made of various matrices (e.g. herbal, 
biological) may necessitate the modification of the circumstances used in the elaborated 
techniques (e.g. because of the disturbing effects of components retarding parallel with the 
chromatographic peaks of clean substances). 
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In the liquid chromatography separations performed by me, I developed a superfast separation 
process for the analysis of the following compound groups: 
 
• water-soluble vitamins 
• fat-soluble vitamins 
• chiral compounds 
• analgesics 
• natural amino-acids  
• alkaloids 
 
The selected sample compounds are important not only from the aspect of practice. The other 
aspect that played a role in their selection was to verify the advantageous properties of non-
porous, micropellicular charges through using compound groups that represent various different 
separation problems. Among the selected compounds there are compounds with strong polarity, 
weak polarity, acidic and basic chemical effects. 
The time necessary for a separation is 1 to 3 minutes in general. The separation of amino-acids 
with 21 components can be carried out in 7 minutes. The fastness of separations, in itself, is 
advantageous for the chromatographic routine, but it has other beneficial impacts as well, for 
instance the low consumption of chemicals. 
The shortness in analysis time means small-volume chromatographic peaks as well. The 
admixturing of samples is low compared to separations carried out in usual porous phases. Thus 
the traceability limit for the majority of compounds separated this way fell into the femtomol 
range. 
The results I produced in the separation of opium alkaloids are significant, where both the 
separation speed and the sensitivity are considerably better than those that have been achieved so 
far. 
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DESCRIPTION OF A SELECTED RESEARCH RESULT 
 
 
HPLC analysis of opium alkaloids 
 
 
The separation and quantification of opium alkaloids is done in the most effective manner by using the 
reverse phase (RP) and high performance liquid chromatographic method (HPLC) with porous stationary 
phase. In the chromatographic analysis of raw opium and of „poppy straw”, the collateral substances may 
interfere with the opium alkaloids to be identified, and therefore the determination of at least two major 
alkaloids are uncertain. The peak shape of late eluating components is wide and these problems, jointly, 
have impacts on the accurate determination of alkaloids. For these reasons those who perform liquid 
chromatographic assays for the alkaloids of poppy are forced to be satisfied with the quantitative 
determination of only four or, in certain cases, two major alkaloids. 
From the results achieved through the quantitative and qualitative analysis of poppy-head extracts it is 
possible to conclude the place of origin and/or the place of production of the plant. 
I have developed a new reverse-phase HPLC technique for the separation of the major opium alkaloids 
(morphine, codeine, thebaine, papaverine, and noscapine) by the application of a non-porous, 
micropellicular stationary phase. For the quantitative analysis I used brucine as our internal standard. 
Through the use of the gradient elution technique, I was able to perform the analysis of the herbal extract 
in 1.5 minutes. 
Figure 2. shows the HPLC separation of an extract made of poppy-heads and containing the five major 
opium alkaloids (morphine, codeine, thebaine, papaverine, and narcotine) in a reverse-polarity (RP), non-
porous, micropellicular stationary phase. Using this analysis method I could reduce the analysis time of 
opium alkaloids to 1.5 minutes so that I performed the separation at a temperature of 50 °C, and I used 
hepta-fluoro-butyric-acid (HFBA) for the generation of ion pairs. This way I achieved good separation for 
each and all opium alkaloids. The hepta-fluoro-butyric-acid has considerably changed the hydrophobic 
properties of the samples, the consequence of which was an increase in the components’ retention. I 
achieved the optimum separation and the appropriate peak symmetry when I increased not only the 
strength of the solvent, but also the quantity of hepta-fluoro-butyric-acid, gradually, during the gradient 
process. I measured the traceability limits of the alkaloids. The results are shown in Table IV. 
In the quantitative determination of alkaloids (Table II.) I calibrated the system for the five major 
alkaloids. In the measured concentration range the correlation coefficient between the concentration and 
the peak area was better than 0.9988 (Table I.). 
As a comparison, Figure 1. shows the results of chromatographic assays performed on non-porous and 
porous stationary phases. As my results indicate, the separation is similar in both systems, but in the non-
porous system the analyses can be be performed much faster and by orders of magnitude better 
sensitivity. 
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Figure 1 Comparison of the alkaloid content of five different opium samples as determined by 
HPLC on (a) porous and (b) non-porous packing. MO=morphine; CO=codeine; TH=thebaine; 
PA=papaverine; NO=noscapine 
 
 
 
 
Figure 2. HPLC of gum opium; separation on Kovasil MS-C18 column 
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Table I. Calibration graph data. 
 
Slope Intercept Alkaloid Linear range 
[mg ml-1] 
Correlation 
coefficient (x, y, see below) 
Morphine 0.09-0.75 0.9988 0.132 0.0006 
Codeine 0.03-0.28 0.9997 0.196 0.0000 
Thebaine 0.02-0.21 0.9999 0.479 0.0032 
Papaverine 0.01-0.20 0.9995 5.775 0.0055 
Noscapine 0.11-0.34 0.9996 0.354 0.0094 
          Six calibraton points were plotted for each alkaloid. 
          x = amount of alkaloid (mg) 
       y = [amount of internalstandard (mg) × area of alkaloid peak] / area of internal standard peak 
 
 
 
Table II. Reproducibility of the method for the major opium alkaloids 
 
 
Alkaloid 
Amount  
(%) 
in sample 1 
Relative 
standard 
deviation 
(%) 
Amount  
(%) 
in sample 2 
Relative 
standard 
deviation  
(%) 
Morphine 11.30±0.25 2.25 15.41±0.06 0.39 
Codeine   4.07±0.10 2.56   1.89±0.05 2.44 
Thebaine   5.02±0.06 1.16   2.87±0.03 0.97 
Papaverine   2.17±0.04 1.86   2.52±0.05 2.00 
Noscapine   3.98±0.04 0.95   5.61±0.09 1.56 
         Data are means from five determinations each (± standard deviation). 
 
 
 
Table III. Reproducibility of the retention times of the major opium alkaloids 
 
Alkaloid Retention time, tR
(min) 
Relative standard 
deviation (%) 
Morphine 0.302±0.010 3.31 
Codeine 0.429±0.015 3.50 
Brucine 0.660±0.027 4.09 
Thebaine 1.039±0.030 2.89 
Papaverine 1.300±0.036 2.77 
Noscapine 1.430±0.041 2.87 
   Data are means from 12 determinations (± standard deviation) performed during one week. 
 
 
 
Table IV. Detection limits for the major opium alkaloids. 
 
 
Alkaloid 
Detection limit Detection limit 
(ng) 
Morphine 4.40 picomol 1.26 
Codeine 5.70 picomol 1.71 
Thebaine 1.05 picomol 0.33 
Papaverine 35.9 femtomol 0.012 
Noscapine 1.75 picomol 0.72 
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